

























第 1 章  水素添加魚油を用いた魚油含有不飽和脂肪酸の役割に関する検討： 
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Akt：serin/threonine protein kinase, セリン／スレオニンプロテインキナーゼ 
BMI：body mass index, 体格指数 
DAG：diacylglycerol, ジアシルグリセロール 
DHA：docosahexaenoic acid, ドコサヘキサエン酸 
Elovl6：fatty acid elongase 6, 脂肪酸伸長鎖酵素 6 
EPA：eicosapentaenoic acid, エイコサペンタエン酸 
FO：fish oil, 魚油 
GLUT4：glucose transporter 4, 糖輸送担体 4 
H & E：hematoxylin and eosin, ヘマトキシリン・エオジン染色 
HFO：hydrogenated fish oil, 水素添加魚油 
HOMA-IR：Homeostasis model assessment-insulin resistance, インスリン抵抗性指数  
ITT：insulin tolerance test, インスリン負荷試験 
LF-SBO：low fat energy percent of soybean oil, 低脂質エネルギー比大豆油 
（本論文では脂質エネルギー比 10%） 
NAFL：nonalcoholic fatty liver, 非アルコール性脂肪肝 
NAFLD：nonalcoholic fatty liver disease, 非アルコール脂肪性肝疾患 
NASH：nonalcoholic steatosis, 非アルコール性脂肪性肝炎 
NEFA：non-esterified fatty acids, 遊離脂肪酸 
OGTT：oral glucose tolerance test, 経口糖負荷試験 
PL：phospholipid, リン脂質 
PPARs：peroxisome proliferator activated receptor, ペルオキシソーム増殖活性化因子受容
体 
SBO：soybean oil, 大豆油 
SCD1：stearoyl CoA desaturase, 不飽和化酵素 1 
TC：total cholesterol, 総コレステロール 
TG：triglyceride, 中性脂肪 
VLDL：very-low density lipoprotein, 超低密度リポタンパク質 












































性症候群」「シンドローム X」など研究者によって様々に呼称されてきた。しかし、平成 17 年
に入ると、これらはメタボリックシンドロームに統一され、その診断基準も作成されるに至
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当りの魚介類摂取量は世界で最も高い水準にあり［3］、動脈硬化や心疾患などの代謝性疾患
罹患率は低水準であった［4］。しかし、平成 19 年から魚介摂取量が肉類摂取量を下回るよ
うになり、現在では魚介類の摂取量は、一人当り約 14 g も減尐するに至っている［2］。こ
のような魚介類摂取量低下に伴う肉類摂取量増加が、わが国における代謝性疾患罹患率上昇
の一因として考えられている。 
魚は、特有の脂肪酸であるエイコサペンタエン酸（eicosapentaenoic acid ; EPA）、ドコサ
ヘキサエン酸（docosahexaenoic acid ; DHA）といった n-3 系多価不飽和脂肪酸を豊富に含










proliferator activated receptor ; PPARs）などを介し脂質代謝関連酵素活性を調節すること
で、肝臓におけるトリグリセリド（triglyceride ; TG）や総コレステロール（total cholesterol ; 
TC）の合成を減尐させ［11-14］、血漿脂質低下作用や体重増加抑制作用を有する［15］。ま
た魚油は、マウスにおいて糖代謝にも影響することも知られている［16, 17］。このような魚
油の代謝調節作用は、魚油に含まれる EPA や DHA が担っていると考えられている。しか
しながら、近年、ラットにおいて魚油による肝臓での脂肪酸酸化酵素への生理学的活性が 
EPA や DHA による活性だけでは再現できないという報告［18］や、EPA や DHA 摂取マ
ウスでは魚油による効果とは対照的に血糖値や血漿脂質濃度に効果が見られなかったとの報
告があり［19］、魚油による糖・脂質代謝への作用が EPA と DHA による作用のみでは説



























 - 4 - 
第 1 章 水素添加魚油を用いた魚油含有不飽和脂肪酸の役割に関する検討：糖・脂
質代謝に及ぼす影響 
 
 魚油は全脂肪酸の約 7 割が不飽和脂肪酸であり、EPA や DHA も不飽和脂肪酸である。
よって、魚油の効果を担っている成分として、不飽和脂肪酸が有力であると考えた。しかし、


























第 1 節 マウスにおける脂質代謝および糖質代謝に対する魚油に含まれる不飽和脂肪酸に
よる作用の解析 
 
 実験のスケジュールを Scheme 1 に示す。実験食は、油脂源に魚油（Fish oil ; FO）、水素
添加魚油（Hydrogenated fish oil ; HFO）、対照として大豆油（Soybean oil ; SBO）を用い
た脂質エネルギー比 40%を含む AIN-93G 組成を基に調製した食餌とした。6 週齢の 
C57BL/6J 雌性マウスを 1 週間馴化後、 5 匹ずつ 3 群に分け、各実験食を 11 週間自由
摂取させた。実験食で使用した油脂の特徴を Table 1 に示す。実験食の特徴として、魚油は  
 
Scheme 1.  Experimental protocol in this study. 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
(wk)
Experimental diet intake period
ITT・Measurement of food intake
・Feces collection
Body weight were




・Lipids levels in plasma, liver and gastrocnemius
・Adiponectin level in plasma
・mRNA levels involved in lipid metabolism in liver and WAT
Measurement and analysis of :
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EPA や DHA などの n-3 系の多価不飽和脂肪酸を豊富に含み、水素添加魚油は魚油に含ま
れるこれらの不飽和脂肪酸と同じ鎖長の飽和脂肪酸を含む。一方、大豆油は n-6 系のリノー
ル酸（C18:2）を多く含む（Table 1）。 
まず、実験飼育期間中の食餌摂食量および糞重量を比較した。結果を Table 2 に示す。食








Table 1.  Profiles of dietary oils. 
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また、この 3 群は食餌油脂の脂肪酸に特徴があることから、1 日あたりに吸収された脂肪
酸量 (g) とモル (mol) を調べた。SBO 群と比較して、吸収された脂肪酸量 (g) は FO 群
と HFO 群において有意に減尐したものの、モル (mol) は FO 群で減尐し、HFO 群で増




Table 2.  Food intake, fecal weight and absorbed energy, absorbed fatty acids and body weight, liver 
and white adipose tissue (WAT) weight. 
Food intake and the amount of feces were simultaneously measured for 4 days around 7 wk. Each data 
point represents the mean ± SE of 5 mice for 4 days. 
a, b, c
 Values not sharing the same superscript are 
significantly different at P < 0.05 by Fisher's PLSD test. Mice were sacrificed after a 4-h fast, and 
WAT and liver weights were measured at 11 wk. Each data point represents the mean ± SE of 5 mice. 
a, 
b
 Values not sharing the same superscript are significantly different at P < 0.05 by Fisher's PLSD test. 
 
 
飼育期間の最終体重および体重増加量は、SBO 群と比較して FO 群と HFO 群で有意に
減尐した（P < 0.05, Table 2）。子宮周囲白色脂肪組織（White adipose tissue ; WAT）重量 
 
FO SBO HFO
Food intake (g/ 5 mice per day)
Fecal weight (g/ 5 mice per day)
13.0 ± 0.8 17.8 ± 0.412.2 ± 0.4
1.3 ± 0.1 4.3 ± 0.11.3 ± 0.1
aa b
aa b
Absorbed energy (kcal/ 5 mice per day) 51.2 ± 3.5 52.2 ± 1.850.8 ± 1.7
WAT weight (g/mouse)
Liver weight (g/mouse)
0.7 ± 0.2 0.2 ± 0.00.2 ± 0.0 ba b
0.9 ± 0.1 1.4 ± 0.10.9 ± 0.0 aa b
Final body weight (g)
Body weight gain (g)
27.4 ± 2.6 22.5 ± 0.721.6 ± 0.3 ba b
9.5 ± 2.3 4.6 ± 0.43.9 ± 0.3 ba b
Initial body weight (g) 17.9 ± 0.4 17.9 ± 0.417.7 ± 0.5
Absorbed fatty acids (g/ 5 mice per day) 2.0 ± 0.1 1.3 ± 0.11.5 ± 0.1 ba b
Absorbed fatty acids (mmol/ 5 mice per day) 8.5 ± 0.5 11.0 ± 0.26.6 ± 0.2 ba c
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は、最終体重と相関して SBO 群に比べ、FO 群と HFO 群で有意に減尐した（Table 2）。
しかし、肝臓重量は、3 群の中で HFO 群において有意に増加した（P < 0.05, Table 2）。 
魚油は脂質代謝改善作用を持つことから、脂質代謝における魚油の不飽和脂肪酸の作用を
調べた。血漿脂質濃度、肝臓中および骨格筋（腓腹筋）中の脂質量の結果を Table 3 に示す。
血漿 TG 濃度は、HFO 群において他群と比較して有意に減尐した（P < 0.05, Table 3）。血
漿 TC 濃度は、SBO 群と比較して、FO 群および HFO 群で有意に減尐した（P < 0.05, 
Table 3）。一方、血漿遊離脂肪酸（non-esterified fatty acids ; NEFA） 濃度に、3 群間での
差は見られなかった（P < 0.05, Table 3）。肝臓中の脂質量において、総脂質量、TG、TC、
NEFA 量は、SBO 群と比較して FO 群で有意差は認められなかったが、HFO 群では他群
に比較して有意に増加した（P < 0.05, Table 3）。よって、HFO 群での肝臓重量の増加は、
肝臓中への脂質蓄積が原因であることが示唆された。さらに、腓腹筋中の脂質量を測定した
ところ、総脂質量は、SBO 群と比較して FO 群および HFO 群において増加する傾向が見
られた（P = 0.1, Table 3）。TG 量と NEFA 量においては、3 群間での差は見られなかった




肪酸は、血漿と肝臓における脂質量、特に TG 量を正常に保つ作用のあることが示唆された。 
また魚油は、糖代謝や耐糖能を改善させることが知られていることから［16, 17］、耐糖能へ
の魚油による作用を調べるため、実験食摂取  8 週目に経口糖負荷試験（Oral glucose 
tolerance test ; OGTT）、9 週目にインスリン負荷試験（Insulin tolerance test ; ITT）を実
施した。OGTT では、6 時間絶食下にて 1 mg/g body weight で D-グルコース溶液を経口
投与し、投与前（0 分）、投与後 15、30、60、120 分の 5 時点にて尾静脈より血糖値を測
定した。ITT では、0.75 mU/g body weight でインスリン溶液を腹腔内投与し、投与前（0 分）、
投与後 10、20、30 分の 4 時点にて尾静脈より血糖値を測定した。結果を Figure 1 に示 
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す。OGTT、ITT ともに、全ての時点における血糖値に 3 群間での有意差は見られなかった
（Figure 1 A , B）。 
 
 
Table 3.  Lipids levels in plasma, liver and gastrocnemius. 
 
Mice fed each diet for 11 wk were sacrificed after a 4-h fast at 11 wk, and insulin levels in plasma, TG, 
TC, NEFA levels in plasma and the liver, total lipid levels in the liver and gastrocnemius were 
measured. Each data point represents the mean ± SE of 5 mice. 
a, b
 Values not sharing the same 
superscript are significantly different at P < 0.05 by Fisher's PLSD test. 
 
 
さらに、11 週目の屠殺時の 4 時間絶食下における血糖値を測定したところ、SBO 群と
比較して FO 群、HFO 群で有意に減尐した（P < 0.05, Table 4）。しかし、血漿インスリン







39.7 ± 7.2 66.3 ± 8.826.3 ± 4.3
9.1 ± 0.9 18.0 ± 2.67.2 ± 0.2










1.16 ± 0.33 0.54 ± 0.050.84 ± 0.09
0.41 ± 0.00 0.42 ± 0.020.52 ± 0.02
1.91 ± 0.11 3.10 ± 0.533.56 ± 0.66
ba a
Gastrocnemius




1.64 ± 0.23 1.14 ± 0.070.96 ± 0.07
0.42 ± 0.06 0.38 ± 0.040.35 ± 0.03
0.48 ± 0.04 0.26 ± 0.050.40 ± 0.05
ba b
aa b
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漿アディポネクチン濃度を測定したところ、SBO 群と比較して FO 群では増加傾向（P = 





Figure 1.  OGTT and ITT. (A) Oral glucose tolerance test (OGTT). Mice after a 6-h fast were 
administered D-glucose (1 mg/g body weight) orally at 8 wk. Blood glucose levels were measured at 
indicated times. Each data point represents the mean ± SE of 5 mice. (B) Insulin tolerance test (ITT). 
Mice were administered insulin (0.75 mU/g body weight) intraperitoneally at 9 wk. Blood glucose 
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7.06 ± 0.37 5.80 ± 0.245.64 ± 0.42
87.2 ± 17.0 80.1 ± 24.9 94.9 ± 22.9
ba b
4.6 ± 1.0 3.5 ± 1.3 4.1 ± 1.1
Plasma adiponectin (g/mL) 16.8 ± 2.0 26.6 ± 4.0 16.6 ± 2.3
Table 4.  Blood glucose, plasma insulin level and HOMA-IR. 
Blood glucose levels were measured before sacrificed. Mice fed each diet for 11 wk were sacrificed 
after a 4-h fast at 11 wk, and insulin and adiponectin levels in plasma were measured. Each data point 
represents the mean ± SE of 5 mice. 
a, b
 Values not sharing the same superscript are significantly 
different at P < 0.05 by Fisher's PLSD test. 
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第 2 節 マウスの肝臓中および子宮周囲白色脂肪組織の脂肪酸分析および脂肪酸合成に関
わる遺伝子発現量の解析 
 






第 1 節と同条件のもと FO、HFO、SBO を摂取させた C57BL/6J 雌性マウスを用いた。
第 1 節において、HFO 群で糞重量が増加していたことから（Table 2）、組織中の脂肪酸組
成を検討するにあたり、まず糞中の脂肪酸組成を解析した。結果を Figure 2 に示す。 
 
Figure 2.  Fatty acids composition in feces. Fatty acids in feces were measured by gas 
chromatography. Each data point represents the mean ± SE of 5 mice. The open column shows the 
SBO group, closed column shows the FO group, and shaded columns is the HFO group. 
a, b, c 
Values 
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3 群の中で HFO 群において、ミリスチン酸（C14:0）、アラキジン酸（C20:0）、ベヘン酸
（C22:0）、デカン酸（C26:0）が有意に増加した（P < 0.05、Figure 2）。一方で、SBO 群と
比較して HFO 群および FO 群の両群では、パルミチン酸（C16:0）に差は見られなかった







その結果を Figure 3 に示す。肝臓では、3 群の中で HFO 群において、パルミトオレイン
酸（C16:1）、オレイン酸（C18:1）、デカン酸（C26:0）が有意に増加した（P < 0.05、Figure 
3A）。WAT における脂肪酸組成では、3 群の中で HFO 群において C16:1 と C18:1 が有
意に増加した（P < 0.05、Figure 3B）。 




化酵素（fatty acid elongase 6 ; Elovl6）と不飽和化酵素（stearoyl-CoA desaturase ; SCD1）
の遺伝子発現量を調べた。これらの酵素が機能する脂肪酸代謝経路を Figure 4 に示す。ま
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B : Fatty acids composition in WAT 
 
Figure 3.  Fatty acid compositions in liver (A) and WAT (B). Fatty acids in liver and WAT were 
measured by gas chromatography. Each data point represents the mean ± SE of 5 mice. The open 
column shows the SBO group, closed column shows the FO group, and shaded columns is the HFO 
group. 
a, b, c 
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肝臓中の Elovl6 の遺伝子発現量は、SBO 群と比較して FO 群と HFO 群において減尐
した（Figure 5A）。しかし、対照的に WAT 中の Elovl6 の遺伝子発現量は HFO 群におい
て SBO 群と FO 群よりも増加した。一方、肝臓と WAT の SCD1 遺伝子発現量は、FO 群、 
SBO 群と比較して HFO 群において著しく増加した（Figure 5B）。これらの結果から、FO 
群に比べ HFO 群において、肝臓では鎖長伸長は同程度で不飽和化のみが亢進していたが、
WAT ではどちらも亢進していることが示された。 
このことから、HFO 群では Elovl6、SCD1 の遺伝子発現量の増加により鎖長伸長や不飽
和化を亢進させ、パルミトオレイン酸とオレイン酸のような一価不飽和脂肪酸を多く合成し
ていることが示唆された。 
さらに、Elovl6 および SCD の作用を示すために、ステアリン酸（C18:0）とパルミチン
酸（C16:0）比率、オレイン酸（C18:1）とパルミトオレイン酸（C16:1）比率、C16:1 と C16:0 
比率、C18:1 と C18:0 比率を表し、どの脂肪酸の合成量が増加したのかを調べた。結果を 
Figure 6 に示す。肝臓および WAT における C18:0 と C16:0 比率、C18:1 と C16:1 比
率は Elovl6 の作用を反映し、C16:1 と C16:0 比率、C18:1 と C18:0 比率は SCD の作
用を反映している。その結果、肝臓および WAT の HFO 群において C16:1 と C16:0 比
率、C18:1 と C18:0 比率が有意に増加し、加えて、HFO 群の WAT において C18:1 と 
C16:1 比率が有意に低下した（Figure 6A, B, P < 0.05）。これらの脂肪酸比率の結果から、
HFO 群では他群と比較して、よりパルミトオレイン酸を合成したことが示された。 
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Figure 4.  Function of Elovl6 and SCD in vivo.  
 
A：Elovl6                               B：SCD1 
 
Figure 5.  Real-time RT-PCR of mRNA involved fatty acid metabolism in the liver and WAT.  
Mice fed each diet for 11 wk were sacrificed after a 4-h fast, and livers or WAT samples from five 
mice in each group were mixed, and total RNA was extracted. Quantitative real-time RT-PCR analysis 
was performed using total RNA extracted from the liver or WAT. Elovl6 (A) and SCD1 (B) mRNA 
levels in the liver and WAT of the SBO, FO and HFO groups. Levels of mRNA are represented as 
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 A : Liver 
 
 
 B : WAT 
 
 
Figure 6.  The ratio of stearic acid (C18:0) to palmitic acid (C16:0), oleic acid (C18:1) to palmitoleic 
acid (C16:1), C16:1 to C16:1 and C18:1 to C18:0 in the liver (A) and WAT (B). Each data point 
represents the mean ± SE of 5 mice. The open column shows the SBO group, closed column shows the 
FO group, and shaded columns is the HFO group. 
a, b, c 
Values not sharing the same superscript are 
significantly different at P < 0.05 by Fisher's PLSD test. 
 
 





10%分を SBO で置き換えた実験を行った（この成果は、伊藤加奈子学士による平成 20 年
















































































































 - 18 - 





    1) LF-SBO (the diet consisted of 10 SBO energy percent)
2) SBO (40 SBO energy percent)
Obesity inducing period
    1) LF-SBO (the diet consisted of 10 SBO energy percent)
2) SBO (40 SBO energy percent)
3) FO+SBO (FO substituted 10 energy percent of lipid for SBO)
4) HFO+SBO (HFO substituted 10 energy percent of lipid for SBO)
Experimental period
2) SBO group were divided 3 groups







とにした。実験計画を Scheme 2 に示す。 
まず、脂質エネルギー比 40%の SBO 食（SBO）と脂質エネルギー比 10%の SBO 食（Low 
fat energy percent of SBO ; LF-SBO）の各々をマウスに 12 週間摂取させた（肥満誘導期）。
その後、SBO 群を  1) 脂質エネルギー比  30% FO + 脂質エネルギー比  10％  SBO
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肥満誘導期の最終体重と体重増加量の結果を Table 5 に示す。最終体重と体重増加量は、
LF-SBO 群と比較して SBO 群において有意に増加した。次に、実験期における最終体重お
よび体重増加量と、WAT および肝臓重量を Table 6 に示す。FO+SBO 群と比較して、
HFO+SBO 群において最終体重および体重増加量、WAT 重量は有意に減尐した。また、血
漿  TG、TC 濃度と肝臓中  TG、TC 量を  Table 6 に示す。FO+SBO 群と比較して 
HFO+SBO 群において、血漿 TG 濃度は有意に減尐し、肝臓中総脂質量および TG 量は有
意に増加した。 











Control group was fed LF-SBO and other mice were fed SBO for 12 wk to induce obesity.  Data is 
shown as the mean ± SE of 4 mice. Astarisks indicate the significant difference at P < 0.05 by 








Initial body weight (g) 19.3 ± 0.4 19.3 ± 0.2
Final body weight (g) 27.2 ± 0.9 30.2 ± 1.0
Body weight gain (g) 7.9 ± 0.8 10.9 ± 0.8
          LF-SBO                 SBO
*
*
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Diet induced obese mice fed SBO for 12 wk were divided into two groups, and fed FO+SBO and 
HFO+SBO for an additional 3 wk. Mice were sacrificed after 4-h fast at 15wk. WAT and liver weights, 
TG, TC levels in plasma and total lipid, TG levels in liver were measured. Data is shown as the mean ± 
SE of 3-4 mice. Astarisks indicate the significant difference at P < 0.05 by Student’s t test between the 
FO+SBO and the HFO+SBO groups. 
 
 




油が血漿 TG 濃度と肝臓中 TG 量の両方を低下させた一方、水素添加魚油では血漿 TG 濃
度をさらに低下させ、その分、肝臓中 TG 量を著しく増加させた。このことから、魚油に含 
 
 
Initial body weight (g) 30.2 ± 0.7 30.2 ± 1.7
Final body weight (g) 31.3 ± 0.9 26.8 ± 0.9
Body weight gain (g) 1.1 ± 0.8 -3.5 ± 1.0
WAT weight (g) 1.3 ± 0.1 0.7 ± 0.2
Liver weight (g) 1.2 ± 0.2 1.2 ± 0.3
Plasma
     TG (mg/dL) 46.0 ± 4.5 23.0 ± 1.9
     TC (mg/dL) 52.7 ± 4.3 54.8 ± 9.2
Liver
     Total lipid (g/liver) 0.05 ± 0.0 0.08 ± 0.01
     TG (µmol/liver) 32.6 ± 2.8 48.9 ± 3.7










0.52      0 1
1.36      0 1
0.26      0 0
1.42      0
1




先行研究において、魚油は血漿 TG 濃度や肝臓中 TG 量を減尐させることが数多く報告
されている［11, 17］。特に、魚油は肝臓において強力な脂質低下作用を有し、魚油および n-3 
系多価不飽和脂肪酸が非アルコール性脂肪肝を改善させたとの報告もされている［27］。本研
究において、HFO 群における肝臓中脂質（総脂質、TG、TC、NEFA）量は顕著に増加した





が減尐することにより、血漿 TG 濃度は減尐し、肝臓中 TG 量は増加することが報告され
ている［30, 31］。この報告の TG 量変化は、本研究と同様の結果であった。本研究でも、
HFO 群の肝臓および WAT でオレイン酸量が顕著に増加していたことから、HFO 群にお
けるオレイン酸が血漿 TG 濃度の減尐および肝臓中 TG 量の増加に起因している可能性が
ある。以上の結果から、魚油に含まれる不飽和脂肪酸および組織で合成される不飽和脂肪酸
は、肝臓中 TG 量を減尐させ、血漿および肝臓両組織間の TG 量を維持していると推測さ
れる。 
一方で、体重および WAT 重量、血漿 TC 濃度に関しては、SBO 群と比較して FO 群と
同程度に HFO 群においても減尐した。本章での脂肪酸解析において、HFO 群の肝臓およ
び WAT ではパルミトオレイン酸とオレイン酸が顕著に増加した。HFO 群の肝臓と WAT 
において SCD1 の遺伝子発現量が増加していたことから、これらの一価不飽和脂肪酸は、
SCD1 の作用により、飽和脂肪酸から de novo（新規合成）合成されたと推測できる。最近
の研究において、パルミトオレイン酸を豊富に含むマカダミアナッツを摂取した人では体重 
 
 - 22 - 
と body mass index（BMI）が減尐すると報告された［32］。さらに、脂肪組織でのパルミ
トオレイン酸の新規合成は、肝臓での脂質生成の抑制および -酸化の亢進に繋がることも報
告されている［26］。以上のことから、パルミトオレイン酸を含む食事（食餌）およびパルミ
トオレイン酸の新規合成が、肝臓および WAT における脂質分解と -酸化を亢進させること
によって体重と WAT 重量の減尐を導く可能性が示唆される。 
糖代謝においては、HFO 群の肝臓に TG が蓄積されていたため耐糖能は悪化するものと
予想された。しかし、第 1 節における OGTT と ITT の結果から、どの時点においても血
糖値に 3 群間での差は見られなかった。多価不飽和脂肪酸、パルミトオレイン酸やオレイン
酸のような一価不飽和脂肪酸は、糖代謝および耐糖能を改善させることが報告されている［26, 
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このように、HFO 食は必須脂肪酸をほとんど、あるいは、全く含んでいない。このこと
から必須脂肪酸を添加した実験を行ったところ（第 3 節）、必須脂肪酸を添加していない 
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第 2 章 水素添加魚油を用いた魚油含有不飽和脂肪酸の役割に関する検討：脂肪細
胞の分化に及ぼす影響 
 

















第 1 節 マウスにおける子宮周囲白色脂肪組織の組織学的検討 
 
第 1 章と同条件のもと FO、HFO、SBO 食を摂取させた C57BL/6J 雌性マウスを用い
た。第 1 章で述べたように、HFO 群において、体重および WAT 重量は SBO 群と比較し
て FO 群と同程度に減尐しており、4 時間絶食下での血糖値も FO 群と同程度に有意に減 
 
 - 25 - 
尐していることが示されている（第 1 章, Table 4）。そこでまず、インスリン感受性と関連
性の深い脂肪細胞のサイズを検討するために、脂肪細胞の組織学的検討を行った。
Hematoxylin and eosin（H&E）染色の結果を Figure 7 に示す。脂肪細胞のサイズは、SBO 
群と比較して FO 群では小型化していた（P < 0.01）。また、HFO 群においても FO 群と
同程度に小型化していることが示された（SBO vs HFO, P < 0.01）が、FO 群と HFO 群に
有意差は認められなかった。脂肪細胞の平均サイズとその分布を Figure 8 に示す。その結
果、SBO 群と比較して、 FO 群および HFO 群でともに小型化しており、分布も脂肪細胞
サイズの小さい方へシフトしていることが示唆された。しかし、FO 群と HFO 群に有意差
は認められなかった。 
 









Figure 7.  Hematoxylin and eosin stained WAT.  
Mice fed each diet for 11 wk were sacrificed after a 4-h fast, and perimetric WAT sections were stained 
with hematoxylin and eosin (x 400).  





















Figure 8.  Representive histological section of WAT.  
A) Mean adipocyte area is given as m2. B) The data are expressed as the percentage of cells found in 
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第 2 節 マウスにおける子宮周囲白色脂肪組織の分化および酸化に関わる遺伝子および糖
取り込みに関わる遺伝子発現量の解析 
 
第 1 節において、HFO 群の脂肪細胞は、FO 群と同程度まで小型化していることが示さ
れたため、脂肪細胞の分化・酸化に関わる遺伝子および糖取り込みに関わる遺伝子の発現量





まず、これらの遺伝子発現量を解析した。PPAR は、SBO 群と比較して FO 群で増加し
たが、HFO 群では FO 群ほどの増加は示されなかった（Figure 9A）。PPAR は、SBO 群
と比較して FO 群で顕著に増加し、HFO 群においてもやや増加した（Figure 9B）。糖の取
り込みには糖輸送担体 4（glucose transporter 4 ; GLUT4）が役割を担っており、糖取り込
みの律速段階となっている。WAT における GLUT4 の遺伝子発現量は、SBO 群と比較し
て FO 群で約 2 倍と顕著に増加し、HFO 群では約 3 倍まで FO 群よりもさらに増加し
た（Figure 9C）。 
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Figure 9.  Real-time RT-PCR of mRNA involved glucose and lipid metabolism and insulin 
sensitivity in the WAT.  
Mice fed each diet for 11 wk were sacrificed after a 4-h fast, and WAT samples from five mice in each 
group were mixed, and total RNA was extracted. Quantitative real-time RT-PCR analysis was 
performed using total RNA extracted from the WAT. PPAR (A), PPAR (B) and GLUT4 (C) mRNA 
levels in the WAT of the SBO, FO and HFO groups. Levels of mRNA are represented as ratios to each 
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 FO 群に含まれる不飽和脂肪酸は PPAR や PPAR のリガンドとしてこれらを活性化
し、糖・脂質代謝やインスリン感受性、総合してエネルギー代謝を制御しているため、本章
の FO 群で PPAR、PPARの遺伝子発現量が増加、脂肪細胞が小型化し、なおかつ GLUT4 




HFO 群では、PPAR および PPAR のリガンドとしての作用をもつ（多価）不飽和脂肪酸
をほとんど含んでいないため PPAR および PPAR の遺伝子発現量が増加しなかったと
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第 3 章 パルミトオレイン酸（C16:1）の糖・脂質代謝改善作用に関する検討 
 











改善効果を純品な EPA を摂取させた場合とで比較検討した。 
 
 
第 1 節 マウスにおける糖質代謝に対するパルミトオレイン酸の影響 
 
 実験スケジュールを Scheme 3 に示す。6 週齢の C57BL/6J 雌性マウスを 1 週間馴化後
に 2 群に分けた。実験食は、油脂源に魚油（Fish oil ; FO）、ラード（Lard oil ; Lard）を用
い、第 1 章と第 2 章と同様に脂質エネルギー比 40%に設定し、AIN-93G 組成を基に調製
した。これら実験食をマウスに 12 週間自由摂取させた。実験食で使用した油脂の特徴を 
Table 7 に示す。まず、7 週齢から 10 週間を食餌馴化期間とし、魚油食、ラード食を摂取
させた。その後、Lard 食群を 3 群に分け、Lard 食を摂取し続ける対照群に加え、EPA、
パルミトオレイン酸摂取群を設けた。EPA およびパルミトオレイン酸の摂取量は、魚油食を 
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摂取した時と同程度となるように、第 1 章における魚油食の食餌摂取量を基に各脂肪酸摂取
量を算出し、1 日あたりのパルミトオレイン酸摂取量を算出した。魚油食摂取下のマウスの
パルミトオレイン酸摂取量は 1 日あたり約 20 mg であったため、本研究においてパルミト
オレイン酸の摂取量をマウス 1 匹あたり 1 日 20 mg と設定した。比較対照として用いた 
EPA 摂取量もパルミトオレイン酸と同等量にするため 20 mg とした。パルミトオレイン酸
および EPA、それぞれ 20 mg はマウスの口に入れやすくするために 10 mg のラードに混
ぜ、ミクロスパーテルを用いて、マウスに経口摂取で 2 週間投与した。 以下、Lard 食摂
取下で EPA 経口摂取群を Lard+EPA 群、Lard 食摂取下で パルミトオレイン酸経口摂取





Scheme 3.  Experimental protocol in this study. 





    1) FO (40 FO energy percent)
2) Lard (40 Lard energy percent)
Dietary habitaion period
    1) FO                 (40 FO energy percent.    *Lard 30 mg/ day/ mouse)
2) Lard               (40 Lard energy percent.  * Lard 30 mg/ day/ mouse)
3) Lard + EPA    (40 Lard energy percent.   *(20 mg EPA + Lard 10 mg) / day/ mouse )
4) Lard + C16:1  (40 Lard energy percent.   *(20 mg C16:1 + Lard 10 mg) / day/ mouse)
Experimental period
2) Lard group were divided 3 groups
2) Lard group 
3) Lard + EPA group
4) Lard + C16:1 group
1) Fish oil (FO) group
2) Lard group
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食餌馴化期中（10 週間）に食餌摂取量を測定し、食餌馴化期間終了時には体重、4 時間絶
食下空腹時血糖値、血漿インスリン、TG、TC 濃度を測定し、HOMA-IR を算出した。その
結果を Table 8 に示す。食餌摂取量から算出したエネルギー摂取量に、2 群間での差はなく
同程度であった。食餌馴化期間開始時、終了時の体重および体重増加量においても、2 群間
での差はなかった。4 時間絶食下における空腹時血糖値は、2 群間での差はなかったものの、
血漿インスリン濃度は FO 群と比較して Lard 群において有意に増加した（P < 0.05）。血
漿 TG、TC 濃度は FO 群と比較して Lard 群で有意に増加した（P < 0.01）。これらの結
果から、糖代謝および脂質代謝ともに FO 群よりも Lard 群において悪化していると判断し
た。 
 














Fatty acids in fish oil were measured by gaschromatography, and that in lard were based on the food 
composition table in Japan. 
Fish oil  Lard 
(FO) (Lard) 
14:0 (Myristic acid) 3.0 1.6 
16:0 (Palmitic acid) 18.2 23.0 
16:1 (Palmitoleic acid) 4.2 2.3 
18:0 (Stearic acid) 4.9 13.0 
18:1 n-9 (Oleaic acid) 18.8 40.0 
18:2 n-6 (Linoleic acid) 1.3 8.9 
18:3 n-3 ( α -Linolenic acid) 0.3 0.5 
20:0 (Arachidic acid) － 0.2 
20:4 n-6 (Arachidonic acid) 2.0 0.1 
20:5 n-3 (EPA; eicosapentaenoic acid) 6.8 － 
22:0 (Behenic acid) － － 
22:6 n-3 (DHA; docosahexaenoic acid) 22.8 － 
S:M:P 10:10:14 38:42:10 
n-6 /n-3 ratio 0.1 18.0 
Fatty acids  (%) 
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Energy intake was calculated using amount of food intake for 3 days at 6 wk. Blood samples of mice 
fed each diet for 10 wk were collected from the retro-orbital plexus after a 4-h fast. Each data point 
represents the mean ± SE of 5 mice in FO group and 14 mice in Lard group. * P < 0.05, ** P < 0.01 
for Lard group compared to FO group. 
 




た。結果を Table 9, 10 に示す。 
まず、2 週間の実験期におけるエネルギー摂取量に、4 群間での差は見られなかった（Table 
9）。最終体重、WAT 重量、腓腹筋重量においても 4 群間での差は見られなかった（Table 9）。
しかし、肝臓重量は、FO 群でのみ、他群と比べ、有意に増加した（P < 0.05, Table 9）。こ
れは、先行研究で示されている通り、魚油食摂取によるペルオキシゾームの増加によると考














































Table 9.  Energy intake, body weight and organs weight during the experimental period (10~12 wk). 
 
Energy intake was calculated using amount of food intake for 3 days at 11 wk. Mice fed one of the 
four experimental diets for 12 wk were killed after a 4-h fast, and WAT, liver, and gastrocnemius 
weights were measured. Each data point represents the mean ± SE of 4 to 5 mice. 
a, b
 Values not 
sharing the same superscript are significantly different at P < 0.05 by Fisher's PLSD test. 
 
 
Table 10.  Effects on glucose metabolism during the experimental period by oral administration of 
palmitoleate or EPA with high lard diet. 
 
Blood glucose levels were measured after a 4h fast by cutting the tail end. Mice fed one of the four 
experimental diets for 12 wk were killed after a 4-h fast, and then blood samples were collected from 
the postcaval vein. Each data point represents the mean ± SE of 4 to 5 mice. 
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しかし、血糖値、血漿インスリン濃度、HOMA-IR は、FO 群と比較して Lard 群で高値を
示し、Lard+EPA 群、Lard+C16:1 群で FO 群と同程度か FO 群と Lard 群の中間値まで
改善していた。血漿アディポネクチン濃度においても Lard 群で低値を示したが、Lard+EPA 
群および Lard+C16:1 群で FO 群と同程度のレベルまで増加していた。これらの結果は、2 
週間という比較的短期間での C16:1 の摂取により Lard 食摂取で悪化した糖代謝が EPA 
と同程度あるいは魚油食レベルまで改善する可能性を示している。しかし、飼育開始 10 週





第 2 節 マウスにおける脂質代謝に対するパルミトオレイン酸の影響 
 
 第 2 節では、脂質代謝に対するパルミトオレイン酸の影響について検討した。結果を 
Table 11 に示す。血漿 TG 濃度には、各群における有意差は認められなかったが、FO 群
と比較して Lard 群で高値を示し、Lard+EPA 群、Lard+C16:1 群で FO 群と Lard 群の
中間値を示した。一方、血漿 TC 濃度には有意差が認められた（P < 0.01, Table 11）。Lard 
群の 血漿 TC 濃度が最も高く、FO 群は最も低値を示し、Lard+EPA 群および Lard+C16:1 
群は Lard 群と FO 群の中間に位置した。このことは、魚油摂取程の効果は見られなかった
ものの、EPA およびパルミトオレイン酸の摂取によって 、Lard 群で悪化した TC 濃度を
改善できることを見出した。血漿 NEFA 濃度においては、4 群間での差は見られなかった
（Table 11）。 
 次に、肝臓中の脂質量の結果について述べる。肝臓中総脂質量は、FO 群と比較して Lard
群で有意に増加したが（P < 0.05, Table 11）、興味深いことに、Lard 群と比べて Lard+EPA 
群および Lard+C16:1 群で FO 群と同程度まで有意に減尐した（P < 0.05, Table 11）。肝 
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臓中 TG 量は、FO 群よりも Lard 群で増加傾向を示したが（P = 0.1, Table 11）、Lard+EPA 
群および Lard+C16:1 群では Lard 群との差は認められなかった。肝臓中 TC 量および 
NEFA 量も FO 群と比較して Lard 群で有意に増加したが（P < 0.05, Table 11）、
Lard+EPA 群および Lard+C16:1 群においては Lard 群との有意差は認められなかった
（Table 11）。肝臓中リン脂質（phospholipid ; PL）量は、各群での有意差は認められなか




ジアシルグリセロール（diacylglycerol ; DAG）量を調べた。肝臓中 DAG 量は、FO 群お
よび Lard+EPA 群において Lard 群よりも低値を示したが（Table 11）、Lard+C16:1 群
との差は見られなかった。この結果から、肝臓中総脂質量減尐のメカニズムが、パルミトオ
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Table 11.  Effects on lipid metabolism during the experimental period by oral administration of 
palmitoleate or EPA with high lard diet. 
 
 
Mice fed one of the four experimental diets for 12 wk were killed after a 4-h fast, and then blood 
samples were collected from the postcaval vein. Total lipid, TG, TC, NEFA, and PL levels in the liver 
were measured. Others levels were calculated by subtracting the sum of TG, TC, NEFA, and PL levels 
from the total lipid levels. Each data point represents the mean ± S.E. of 4 to 5 mice. 
a, b, c
 Values not 
sharing the same superscript are significantly different at P < 0.05 by Fisher's PLSD test. Ceramid and 
DAG levels in the mixed liver section from each group were measured using TLC. 
 
 
第 3 節 マウスにおける子宮周囲白色脂肪組織の組織学的検討 
 
 第 1 章において、水素添加魚油摂取の肝臓と WAT でパルミトオレイン酸が増加したこ
と、第 2 章において、水素添加魚油摂取が魚油食と同程度まで脂肪細胞を小型化させたこと
から、パルミトオレイン酸の経口摂取によっても、脂肪細胞のサイズが変化している可能性
がある。そこで、WAT の組織学的検討を行った。WAT の脂肪細胞の H&E 染色の結果を 
Figure 10 に示す。脂肪細胞の形態において、FO 群と比較して Lard 群においては、脂肪






























6.12 ± 0.16 6.26 ± 0.44 6.26 ± 0.34 5.75 ± 0.28NEFA
14.95 ± 0.67 10.24 ± 0.38 10.34 ± 0.91 9.90 ± 0.70PL
1.08 0.45 0.38 0.46Ceramid (pooled sample)
0.22 1.41 0.57 1.80DAG (pooled sample)
a b c c
a b a a
a b b b
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Lard+C16:1 群においては脂肪細胞が小さくなっている脂肪細胞も見られるが、2 週間での
パルミトオレイン酸および EPA の摂取による変化はほとんど見られなかった。 
 
A : FO                               B : Lard 
 







Figure 10.  Hematoxylin and eosin stained WAT. 
Mice fed each diet for 12 wk were killed after a 4-h fast, and perimetric WAT sections were stained 
with hematoxylin and eosin (x400). 
 
 
第 4 節 本章の小括および考察 
 
 本章では、第 1 章と 2 章の結果および先行研究結果から、マウスにおける糖・脂質代謝
改善作用に魚油の不飽和脂肪酸のうちパルミトオレイン酸の関与が期待されたため、体内合
成ではなく、経口摂取したパルミトオレイン酸単独の役割に着目し検討を行った。 





ラード食摂取によって増加した血漿 TG と TC 濃度、肝臓中総脂質量は、パルミトオレ
イン酸を摂取したことにより明らかに減尐し、さらにパルミトオレイン酸による肝臓中総脂






トオレイン酸量よりも尐ない［40, 41］。一方、動物を用いた研究では、ハムスター 1 匹当
たり 165 mg/日（マウス 1 匹当たりに換算すると約 26 mg/日）のパルミトオレイン酸をマ
カダミアナッツ油食より摂取しており［42］、体重当たりのパルミトオレイン酸量に換算する
と、本研究でのパルミトオレイン酸量とほぼ同量である。また、これらの研究における摂取
期間は、6 週間、30 日間、5 週間と本研究の 2 週間よりも長期である［40, 41, 42］。この
ように、パルミトオレイン酸を摂取すると、比較的低量かつ短期間での摂取でさえも脂質代
謝および糖代謝改善に有効であることが本研究で明らかとなった。 
 本研究において、肝臓中 TG、TC 量への影響は、パルミトオレイン酸と EPA 摂取どち
らにおいても認められなかった。しかしながら、パルミトオレイン酸と EPA は肝臓中総脂
質量を明らかに減尐させており、肝臓中 NEFA、PL 量ともに差は認められなかったことか
ら、TG、TC、NEFA および PL 以外の他の脂質成分（脂質画分）の増加を減尐させたこと
が推察される。また、本研究では、肝臓中脂質の 50%は TG であった。これまでの研究に
おいて、ラード食摂取マウスの肝臓中 TG 量は、魚油食摂取マウスと比較して増加するか、 
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あるいは差はないことが報告されている［43-48］。最近の研究では、TG や fatty acyl-CoA、
DAG、セラミド、glycosphingolipid などの脂肪酸代謝物の肝臓蓄積が、脂肪性肝炎（hepatic 
steatosis）やインスリン抵抗性に関わることが次第に明らかになってきている［43-52］。DAG 
に関していえば、非アルコール性脂肪肝（NAFL ; nonalcoholic fatty liver）や非アルコール
性脂肪性肝炎（NASH ; nonalcoholic steatosis）を含む非アルコール性脂肪性肝疾患
（NAFLD ; nonalcoholic fatty liver disease）の患者において DAG 量が増加しているとの
報告がなされている［53, 54］。本研究においては、DAG 量は、ラード食群で魚油食群より
も増加し、EPA 摂取で減尐したが、パルミトオレイン酸摂取による影響は見られなかった。
このことは、パルミトオレイン酸でなく EPA や DHA などの n-3 系多価不飽和脂肪酸が





















EPA や DHA といった多価不飽和脂肪酸による作用であると考えられている。魚油は 






































TC 濃度および肝臓中総脂質量は明らかに減尐し、この効果は高純度の EPA を用いて経口
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また、これまでの過程にあたりまして、終始多大なるご指導並びにご鞭撻を賜りました 城
西大学薬学部医療栄養学科 食毒性学講座 加園恵三先生、角田伸代先生、村木悦子先生、並
びに薬学科 衛生化学講座教授 川嶋洋一先生、毒性学講座教授 工藤なをみ先生、生薬学講座
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実験の部 
 




 実験動物には、6 週齢の C57BL/6J 雌性マウス（日本クレア株式会社）を用いた。動物飼
育室は、温度 23±3℃、湿度 55±10%、明暗サイクル 12 時間（明期 7：00～19：00）の
環境とした。動物実験における実験動物の取り扱いは、城西大学動物実験規定に従って行っ
た。マウスに、固形飼料（MF, オリエンタル酵母工業株式会社）および水を自由に摂取させ、
1 週間馴化を行った。その後、体重測定を行い、各群 5 匹ずつ、4 群に分けて実験食を開始
した。食餌は、毎日新しいものを摂取させ、1 週間に 1 回体重測定を行った。各実験食摂取
開始後 7 週目に食餌摂食量および糞重量の測定を行い、8 週目に経口糖負荷試験（OGTT）、
9 週目にインスリン負荷試験（ITT）を行った。実験食で 11 週間飼育後、4 時間絶食させ、
ソムノペンチル（6 mg/ml/10 g 体重, 共立製薬株式会社）の腹腔内投与による麻酔下で、ヘ
パリン処理したシリンジを用いて、腹大静脈より採血した。肝臓、子宮傍白色脂肪組織（WAT）、
腓腹筋を採取し、血液からは 9100×g、4℃で、10 分間遠心分離後、血漿を得た。分析時ま
で、各組織は液体窒素に浸漬後に －80℃、血漿は －30℃で凍結保存した。 
 
２．食餌組成 
 食餌は、AIN-93G を基本とし、脂質エネルギー比 40%に設定した。脂質エネルギー比増加
による摂取量減尐を考慮し、糖質と脂質以外の成分が AIN-93G と同量摂取できるように栄
養素密度を上げた。また、本実験では餌の乾燥固形化を行っていないため、乾燥固形化の際
に成型を助ける -スターチの重量分を -スターチに置き換えた。食餌は 1 ヶ月毎に調製し
た粉餌に適量の超純水を加え、固形状にしてラップに包み、マウスに与えるまで餌の酸化を
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防ぐために －30℃にて保存した。実験群は、1）対照として大豆油食群（Soybean oil diet ; 
SBO）、2) 魚油を使用した魚油食群（Fish oil diet ; FO）、3）魚油中の不飽和脂肪酸の影響
を除くため、脂肪酸の鎖長を変えずにほぼ全てを飽和化した水素添加魚油食群
（Hydrogenated fish oil diet ; HFO）とし、11 週間、各実験食を自由摂取させた。 
さらに、第 3 節における必須脂肪酸補足実験では、実験群を 1) 10%脂質エネルギー比の大
豆油食群（Low fat diet ; LF-SBO）、2) 40%脂質エネルギー比の大豆油食群（SBO）、必須脂
肪酸を補うために 3) 40%脂質エネルギー比の魚油食（FO）のうち 10%の脂質エネルギー比
を大豆油に置き換えた魚油食群（FO+SBO）、4) 40%脂質エネルギー比の水素添加魚油食
（HFO）のうち 10%脂質エネルギー比を大豆油に置き換えた水素添加魚油食群（HFO+SBO）
の 4 群とした。肥満誘導期として LF-SBO 食あるいは SBO 食を 10 週間、自由摂取させ
た後、実験期には SBO 食群を FO+SBO 食と HFO+SBO 食を摂取させた 2 群に分け、2 
週間自由摂取させた。 
食餌組成を Table 12 に示す。また、使用した油脂の脂肪酸組成については、魚油および
水素添加魚油はガスクロマトグラフィーにて測定した結果を日油株式会社より提供いただき、
大豆油はガスクロマトグラフィーにて測定した。油脂の特徴については 第 1 章本文の 
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 各実験食開始後 7 週目（マウス 14 週齢）に、4 日間連続で食餌摂食量および糞重量を測
定した。実験方法は角田らの報告に従った［30］。餌の食べこぼし量を測定するため、マウス








AIN-93 vitamin mix (VX)
(added choline bitartrate)










39% on a calorie basis
40% on a calorie basis
21% on a calorie basis
(g / kg diet)
LF-SBOFO+SBO or HFO+SBO
3533.8 kcal/kg
69% on a calorie basis
10% on a calorie basis
21% on a calorie basis
(g / kg diet) (g / kg diet)
  50.0 (SBO)




































吸収エネルギー量 (kcal/5 mice/day) = ［食餌摂食量 (g) × 食餌の物理的燃焼値 (kcal)］－ 







４．経口糖負荷試験（Oral glucose tolerance test ; OGTT） 
各実験食開始後 8 週目（マウス 15 週齢）に経口糖負荷試験を施行した。マウス（n = 5）
を 6 時間（7：00~13：00）絶食させた後、グルコース投与前の空腹時血糖値を測定した。
その後、20% D-グルコース溶液（第一糖注, 第一三共株式会社）を滅菌蒸留水にて 2 倍希釈
し、グルコース 1 mg/ g 体重 を経口投与し、投与後 15、30、60、120 分の血糖値を測定
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５．インスリン負荷試験（Insulin tolerance test ; ITT） 
 各実験食開始後 9 週目（マウス 16 週齢）に、摂食時において、インスリン負荷試験を施
行した。ヒューマリン R 注 U-100（ヒトインスリン、10 mL、日本イーライリリー株式会
社）を大塚生理食塩水（20 mL、大塚製薬株式会社）で希釈し、75 mU/mL の濃度とした。
インスリン投与前および腹腔内投与（0.75 mU/g 体重）後、10、20、30 分の血糖値を測定









アディポネクチン ELISA キット（大塚製薬株式会社）を用いた。血漿 TG、TC 濃度は、
富士ドライケムスライド TG - PⅢ、TCHO - PⅢ（FUJIFILM）を用い、富士ドライケム（DRI 
– CHEM 3500, FUJIFILM）にて測定した。血漿 NEFA 濃度は、NEFA C－テストワコー
（和光純薬工業株式会社）にて測定した。 
 インスリン抵抗性の指標である HOMA-IR は、4 時間絶食下の血漿インスリン濃度
（U/mL）に空腹時血糖値（mg/dl）を乗じた値を 405 で除して求めた。 
 
７．肝臓および腓腹筋中の脂質（総脂質、TG、TC、NEFA）量の測定 
 屠殺時に採取し、－80℃で凍結保存した肝臓（100~200 mg）および腓腹筋（100~200 mg）
をリン酸緩衝液中（ pH 7.4）でホモジナイザー（PT 3100, KINAMATICA, Inc., 
Littau/Lucerne, Switzerland）を用いて粉砕し、Bligh & Dyer 法［55］に従って、総脂質 
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を抽出した。抽出した総脂質中の TG 量測定には、トリグリセライド E－テストワコ （ー和
光純薬工業株式会社）、TC 量測定には、コレステロール E－テストワコー（和光純薬工業株
式会社）、NEFA 量測定には、NEFA C－テストワコー（和光純薬工業株式会社）を用いた。 
 
８．糞、肝臓および WAT における脂肪酸分析 
 糞、肝臓および WAT における総脂質の抽出は、Folch 法に従って行った［56］。すなわ
ち、臓器を細かく切り刻み、クロロホルム：メタノール ＝ 2 : 1 を加えてよく混合し、一晩
放置した。内部標準物質にはエタノールに溶解した 50 mM のペンタデカン酸（C15:0）を








（Shimadzu GC-14A equipped with FID and Chromatopac C-R4A）を用いて脂肪酸組成を
分析した。カラムには Rascot Stilliar 5CP capillary column（0.2 m × 50 m; Nihon 
Chromato Works, Tokyo, Japan）を用いた［57］。 
 
９．RNA 抽出および RT-PCR による遺伝子発現量の測定 
 Total RNA は 4 時間絶食下でソムノペンチルにて麻酔後に摘出し、－80℃にて凍結保存
した肝臓、WAT より抽出した。TRIzol reagent（Invitrogen, USA）を用いて、ポリトロン
（PT 3100, KINAMATICA, Inc., Littau/Lucerne, Switzerland）にて組織を速やかに粉砕し、
タンパクを変性させた。TRIzol Reagent の 3 分の 1 容のクロロホルムを加えて混合、遠 
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心分離後に水層を回収した。この水層に 2 分の 1 容のイソプロパノールを加えて混合、遠
心分離し、白色沈殿物を得た。沈殿物を 70%エタノールで洗浄後、風乾させた後 diethyl 
procarbonate（DEPC）処理滅菌水に溶解した。Total RNA 濃度を分光光度計にて 260 nm で
測定した後、RNeasy kit（QIAGEN, Germany）にて精製後、DEPC 処理滅菌水にて 0.1~0.5 
g/l に調製した。さらに、total RNA の確認のため、65℃で 10 分間熱処理し、RNA の
構造をほぐした後、エチジウムブロマイド溶液を加えた 1%アガロースゲルにて 100V、20 
分間泳動した。紫外線照射下にてポラロイドカメラで撮影し、total RNA の 18S、28S の量
が各群にて同程度であることを確認した。 
Quantitative real-time RT-PCR は、 0.08-1.5 g の total RNA を QurantiTect SYBR 
Green RT-PCR kit（QUIAGEN, Germany）と各遺伝子のプライマーを用いて、iCycler iQ
（Bio-Rad laboratory, Inc., Tokyo, Japan）および ABI Prism 7000 thermal cycler（Applied 
Biosystems, Tokyo, Japan）にて行った。 
 脂肪酸代謝に関わる炭素鎖長伸長化酵素の fatty acid elongase 6 ; Elovl6 と不飽和化酵素
の stearoyl-CoA desaturase 1 ; SCD1 の遺伝子発現量を測定した。各遺伝子のプライマー配
列は Table 13 に示す。 
 各群における肝臓および WAT の遺伝子発現量は、SBO 群の肝臓中の遺伝子発現量に対
する比率で表した。 
 
Table 13.  PCR primers 
Elovl6         Forward     5'-CCCGAACTAGGTGACACGAT-3'
Reverse      5'-CCAGCGACCATGTCTTTGTA-3'
SCD1          Forward     5'-CCTCCGGAAATGAACGAGAG-3'
Reverse      5'-CAGGACGGATGTCTTCTTCCA-3'








定は Fisher’s protected least significant difference (PLSD) test により解析した。 
必須脂肪酸補足実験における 2 群間の有意差検定は Student’s t test により行った。 
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 第 1 章と同様のマウスおよび飼育条件にて行った。 
 
２．食餌組成 









パラフィンブロックを作成し、APS コート済みのスライドガラスに 10 m のパラフィン切
片を切り出し、ヘマトキシリン・エオシン（hematoxylin and eosin ; H&E）染色にて細胞核、
細胞質を染色した。70%エタノールからキシレンまでの脱水操作を行い、封入した。H&E 染
色の組織像は、光学顕微鏡（BX51TF, オリンパス光学工業株式会社）および DP controller 
（オリンパス工業株式会社）にて撮影した。 
 WAT の異なる 2 方向から作成した H&E 染色切片画像を用い、イメージアナライザー
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４． RNA 抽出および RT-PCR による遺伝子発現量の測定 
 第 1 章と同様の WAT から抽出および精製した total RNA を用いて RT-PCR を行った。 
 糖・脂質代謝およびインスリン感受性に関わる PPAR、PPAR、GLUT4 の遺伝子発現
量を WAT において測定した。各遺伝子のプライマーを Table 14 に示す。 
各遺伝子発現量は、SBO 群の WAT における遺伝子発現量との比率で表した。 
 











（SAS Institute Inc.）を用い、ANOVA にて行い、多群間の有意差検定は PLSD test によ
り解析した。 







PPAR       Forward     5'-GTGGCTGCTATAATTTGCTGTG-3'
Reverse      5'-GAAGGTGTCATCTGGATGGTT-3'
PPAR        Forward     5'-ATGCCAAAAATATCCCTGGTTTC-3'
Reverse      5'-GGAGGCCAGCATGGTGTAGA-3'
GLUT4      Forward      5'-TCATTGTCGGCATGGGTTT-3'
Reverse      5'-CGGCAAATAGAAGGAAGACGTA-3'
Gene                                         Sequence
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 実験動物には、6 週齢の C57BL/6J 雌性マウス（日本クレア株式会社）を用いた。動物飼
育室は、温度 23±3℃、湿度 55±10%、明暗サイクル 12 時間（明期 7：00～19：00）の
環境とした。動物実験における実験動物の取り扱いは、城西大学動物実験規定に従って行っ
た。マウスに、固形飼料（MF, オリエンタル酵母工業株式会社）および水を自由に摂取させ、
1 週間馴化を行った。その後、体重測定を行い、各群 5 匹ずつケージに分けた。まず、食餌
馴化期を 10 週間設けた。食餌は毎日新しいものを摂取させ、1 週間に 1 回体重測定を行っ
た。食餌馴化期の食餌摂取開始後 6 週目に食餌摂食量の測定を行い、10 週目に糖・脂質代
謝の指標として 4 時間絶食下の血糖値、血漿インスリン濃度を測定、HOMA-IR を算出、
血漿 TG および TC 濃度を測定した。その後、12 週目までを実験食期として 2 週間、実
験食を摂取させ、同時に EPA あるいはパルミトオレイン酸を経口摂食させた。11 週目に実
験期における食餌摂取量の測定を行った。12 週間飼育後、4 時間絶食させ、ソムノペンチル






 食餌は、AIN-93G を基本とし、脂質エネルギー比 40%に設定した。脂質エネルギー比増加
による摂取量減尐を考慮し、糖質と脂質以外の成分が AIN-93G と同量摂取できるように栄
養素密度を上げた。また、本実験では餌の乾燥固形化を行っていないため、乾燥固形化の際
に成型を助けるα-スターチの重量分を -スターチに置き換えた。食餌は 1 ヶ月毎に調製し 
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た粉餌に適量の超純水を加え、固形状にしてラップに包み、マウスに与えるまで餌の酸化を
防ぐために －30℃にて保存した。 
食餌馴化期における実験群は、1）魚油食群（FO, n = 5）、2) ラード食群（Lard diet ; Lard, 
n = 15）とし、10 週間、各食餌を自由摂取させ、Lard 食による糖・脂質代謝異常を誘導し
た。 
10 週間後、FO 群と比較して Lard 群において糖・脂質代謝異常が誘導されているかを
確認した後、Lard 食群を 5 匹ずつ、3 群に分け（Lard 群、Lard + EPA 群、Lard + C16:1 
群）、実験期として 2 週間飼育した。Lard + EPA および Lard + C16:1 群には、Lard 食
を自由摂取させることに加え、それぞれ EPA あるいは パルミトオレイン酸 20 mg を経口
摂取させた。これらは、形状を保持しやすいようにラード 10 mg を加えて合計 30 mg とし、
ミクロスパーテルにのせてマウスに食べさせた。パルミトオレイン酸 20 mg は、第 1 章に
おける FO 群の食餌摂取量の結果から、マウス 1 匹あたりの 1 日のパルミトオレイン酸摂
取量から算出した値であり、魚油食を摂取した場合と同量のパルミトオレイン酸を摂取した
ことになる。比較として EPA も同量の 20 mg に設定した。対照となる FO および Lard 
群には、30 mg の ラードを食べさせた。マウスに経口摂取食させた理由は、生理的経路か
ら摂取させたいためである。EPA およびパルミトオレイン酸は、毎朝 10：00 に摂取させた。
パルミトオレイン酸摂取量は以下の①～③ の計算式に基づき算出した。 
① 魚油食のエネルギー摂取量（kcal/day/5 mice）× 0.4（脂質エネルギー比 40%）÷ 9.21
（kcal/g ; 油脂のエネルギー換算係数）= 1 日当たりの油脂摂取量（g）／5mice 
② ① × 0.042（魚油中のパルミトオレイン酸含有比率：4.2%）= 1 日当たりのパルミトオ
レイン酸摂取量（g）／5 mice 
③ ② ÷ 5  = マウス 1 匹当たりの 1 日のパルミトオレイン酸摂取量（g） 
 
 実験食餌組成を Table 15 に示す。魚油の脂肪酸組成はガスクロマトグラフィーにて、
ラードの脂肪酸組成は日本食品標準成分表を参考にした。油脂の特徴については第 3 章  
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Table 7 に示した。 
 
 











AIN-93 vitamin mix (VX)
(added choline bitartrate)










39% on a calorie basis
40% on a calorie basis
21% on a calorie basis
(g / kg diet)
Lard + C16:1Lard + EPA





























30 mg Lard 20 mg EPA + 10 mg Lard 20 mg C16:1 + 10 mg Lard
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ロキノンは和光純薬工業株式会社より購入した。EPA（purity 90+%）は Larodan Fine 
Chemicals（Malmō, Sweden）より、パルミトオレイン酸（purity 99%）は MP Biomedicals, 
LLC（Solon, OH, USA）より購入した。 
 
３．食餌摂食量の測定、エネルギー摂取量の算出 
飼育期間の 6 週目（食餌馴化期）および 11 週目（実験期）に、3 日間連続で食餌摂食量
を測定し、エネルギー摂取量を算出した。 






 第 1 章と同様の方法で、これらの血中パラメータを測定および算出した。 
 
５．肝臓および腓腹筋中の脂質（総脂質、TG、TC、NEFA）量の測定 
 第 1 章と同様の方法で、肝臓中総脂質、TG、TC、NEFA 量を測定した。 
リン脂質（phospholipid ; PL）量は、PL C－テストワコー（和光純薬工業株式会社）を用
いて測定した。 
セラミド（ceramid）およびジアシルグリセロール（diacylglycerol ; DAG）は、薄層クロ
マトグラフィーを用いて展開後、10%硫酸銅／8%リン酸溶液を噴霧して 150℃で 30 分間焼
いた。得られたセラミドおよび  DAG のスポットを Image Master 1D Elite ver.3.00
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６．WAT における組織学的検討 




（SAS Institute Inc.）を用い、ANOVA にて行い、多群間の有意差検定は PLSD test によ
り解析した。 
食餌馴化期における 2 群間の有意差検定は Student’s t test により行った。 
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